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@ Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoffgemischen 
sowie dessen Verwendung 

@ Offenbart wird ein Verfahren zur Bestimmung der Photo- 
toxizitat und/oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoff- 
gemischen, umfassend die Kontaktierung des chemischen 
Stoffes Oder Stoffgemisches mit einem Wirbettierembryo 
Oder Geweben oder Gewebebestandteilen eines Wirbeltie- 
rembryos, wobel nach der Kontaktierung zusatzllch eine 
Sehandlung mit einer elektromagnetischen Strahtung im 
Beretch von 1 mm bis 200 nm erfolgt sowie die nachfolgende 
Beurteilung der Embr/o-, Gewebe- oder Zellpathologie 
sowie die Venvendung eines Wirbeltierembryos oder Gewe- 
ben Oder Gewebebestandteilen eines solchen Embr/os zur 
Bestimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat 
von chemischen Stoffen/Stoffgemlschen. 
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Besdireibung 

Die ErftnduQg betriHt ein Verfahren zur Besdrnmimg der Toxizitat elektromagaetischer Strahlung, d r 
Phototoxmt§tund/oderPhotoseii5ibilitatvoaSto£fenod rStoffg mischensowiedessenVerwendimg. 

Unter Phototoxizitat im Sione der vorfiegenden Erfindung versteht man dne duich elefccromagn tische 
Strahlung hn Bereich von 1 mm bis 200 nm hervorgenifene Schadigung der LokalvertrSgiichkeit durch <£e 
Einwirkmig von Infrarot-, sichtbarer und UV-Strahlung. 

Insbesondere versteht man unter einer phototoxischoi Reakdon eine dordi cfie Bestrahhmgsenergie und/oder 
sendbilisierende Substanzen, die exogen oder endogen in die Haut gelangen, zu einer Photodermatose fOhren. 
Hxerbei absorbieren derartige phototoxische Substanzen nicht nur UV-Strahlung, de kdnnen durch diese auch 
chemisch vei^ndert werden. In Abhangigkeit von ihrer chemischen Struktur wd sie in versduedenen Strah- 
lungsbereichen absorptions^hig. £s wird angenommen, daB zwischen der Menge an Strahlungsenergie und der 
von ihr getroffenen Substanz eine entsprediende Korreladon besteht Wenig Ener^e und viel Substanz haben 
die gleidie Wirkung wie wenig Substanz und viel Strahlungsenergie Bd einem nuudmalen Aufeinandertreffen 
beider ReakticHisparameter wird die phototoxische Reakdon besonders intend seia Eine phototoxische Reak- 
tion tritt in der Regel etwa 8 bis 12 Stunden nach der ersten Expodtion auL Mitunter kann dies anch frOher der 
Fan sein. Obliche Symptome sind eine sehr starice Rdtmig verbunden mit BlasenbUdung und einer spSter 
eintretenden postinfLammatorischen Pigmentierung. Selbst cm Sonnenbrand kann als phototoxische Reakdon 
angesehen werden. 

Unter einer photoaHergischen Reakdon versteht man im Gegensatz zu einer phototoxischen Reakdon eine 
solche Reakdon die bereits auch bd leiditerer Strahhrng und wenig akdvierbarer Substanz auftritt Diese ist 
auch nicht dosisabhingig. Der Mechanismus ist hier wie bei der Allergie; wobet die durdi die Strahlung 
ver&iderte F^mdsubstanz zum H^ten werden kann, das dch mit dem Protdn zu etnem Allergen ausbildet Die 
Erscheinung einer photoallergischen Reakdon manifestiert sich meist ekzematds. Sie tritt 48 bis 72 Stunden ab 
Beginn der Sonnenexpoadon auf. Entsprechend dem Entstehungsmechanismus einer AUergie tritt sie nie nach 
der ersten Exposition auf» da ja diese erst zur Bildung von Andkdrpem fOhrt I^otoaUergische Reakdonen and 
nicht auf die von der Strahlung exponierten Hautteile beschrfinkt Sie treten im Sinne eines Stretq)hSnomens 
auch an anderen, nicht bestrahhen Kdrperteilen auf. Das Aktionsspektrum ist gegenaber dem Absorptionsspek- 
trum eher in den langwelSgen Bereicfa versdioben. Besonders problematiscfa and photoaUergische Allerg^en als 
Reakdon auf chemisch verwandte Substanzen, wie beispielswetse Parastoffe. Die am Pheiqiiing in ParasteUung 
substituierte Amino-> Hydroxy- und Nitrogruppe ist das strukturtedmisdie MerkmaL 

Es ist bereits bekannt, daB HQhnerembryos eingesetzt werden, um die toxikologischen Eigenschaften von 
PrOhubstanzen zu untersuchea Zumeist werden die Substana^roben zu diesem Zwedce Qber das extraembryo- 
nale Blutg^fisystem dem Embryo zugeflihrt 

Zwei wissenschafdiche Ver&ffenttidiungen aus der jOngsten literatur seien steQvertretend fOr die gel&ufige 
Anwendung des HQhnerembryos als ModeOsystem pharmakologischer (Roberts, WjG. und Hasan, T. CANCER 
RESEARCH, Band 52, 924 bis 930,1992) oder toxikolo^scher Testreihen (Goldberg; S.J, Dawson, RV, Johnson, 
PJ>, Hoyme^ RR und Ukeidi, JA, PEDIATRIC RESEARCH Band32;23 bis 26^1992) genannt 

In der Verf&ffendichux^ von Roberts und Hasan werden die pharmakologischen/pharmakotopolog^sdien 
Eigenschaften photodynamischer Agentien in proliferierenden vaskuISien b^. nonvaskulSren Geweben des 
HOhnerembryos beschrieben. Die H<ihnerembryogenese dient als Modellsystem fOr die An^ogenese m soUden 
Tumoren. 

Die Verdffendichung von Goldberg und Mharfoeitem beschreibt dagegen den Snsatz des HOhnerembryos als 
M ethodCr die Teratogenizit&t von Substanzen, insbesondere von IMddoreth^^en, zu GberprOfen. Dmch die 
vorgenannten Ver6ffentfichungen wird allerdings weder vorbeschrieben noch nahegeiegt; phototoxisdie und/ 
oder photosendtive Substanzen am Hflhnerembryo zu untersuchen. 

FOr die Untersuchung von potendell phototoxisdien bzw. photosensitiven Substanz^ stehen bisher nur ein 
Tlermodell od^ Zellsysteme zur VerfOgung. 

Beim Tlermodell handelt es sich urn den "Draize-Test*, der die R^zreakdon der phototoxischen Substanzen 
am Kaninchenauge erfaBt Seine Anwendung wird nicht nur unter Kostengesiditspunkten, sondem insbesonde- 
re auch unter dem Gesichtspunkt des Tierscfautzes begrenzt 

Die vorhandenen Zel^ysteme, d-h. Bakterien-, Hefe- und andere Eukaryontenzellen, smd gleichfaOs als 
Modelle ffir Phototoxizitdt unbefriedigend, well de die phyaologischen Rahmenbedhxgungen des phototoxi- 
schen bzw. photosensitiven Substanzverhaltens nur unzureichend nachstellen kdnnen. 

Der voriiegenden Erfindung Hegt die Aufgabe zugrunde, ein technisch rinfarfi gestahetes Verfahren fGr den 
Test von potentieH phototoxischen Substanzen zu schaff en, das einersetts (£e physiologischen Gegebenheiten an 
der Haut berQcksichtigt und andererseits auch zukOnfdgen gesetzgeberiscfaen Vorhaben und etfaischen Anforde- 
rungen genOgt Diese Aufgabe wnrd durch die Merfcmale von Anspnich 1 gel5st 

Die vorliegende Erfindung betrifft ^mit emersdts ein Verfahren zur Bestunmung der liiototoxizit&t und/ 
Oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoffgemisdien, umfassend die Kontakderung des diemisdien Stoffes 
Oder Stoff gemisches mit dem Wtrbelderembryo oder Geweben oder Gewebebestandteiien eines ^M>ehierem- 
bryos; wobei nach der Kontakderung zustelich eine Behandhmg mit UV-Strahlung erfolgt, sowie die nachfol- 
gende Beurteihmg der Embryo-, Gewebe- oder ZeOpathologie. 

Nach einer bevorzngten Ausfuhrungsform des voriiegenden Verfahrens werden vor der Kontakderung Ser 
derKhiss Ave$, d. h. Vdgei, mkubiert, die dann, zu inem sp&teren Zdtpunkt nadi der mbryonalen Gastnda- 
don, einen TeO des Eiweifies Ober wenigstens eine Offaung aus dem Ei entf ernt werden und gegebenenf alls eine 
weitere Inkubadon erfolgt und eine weitere Qffnung aus dem oberen Berdch der Sschale fOr die Bestrahlung 
vorgesehenist 
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Obgleich grundsatzlich ein beliebiges Wirbeltierembryo oder ein Gewebe oder em Gewebebestandteil eines 
Wirbeltierembiyos dngesetzt w rden kamv hat es sich aus prakdscfaen GrQnden als smnvoU erwiesen, vorzugs- 
weise inkubiert EierderKlass Aves, also Vdgel, inzusetzen. Beispielhaft seien hi r genannt die entsprechen- 
den Her von Straufien, NanduSp Emus; Kiwis, Steifihiihneni, HGhnervdgefai, Hoazinen, Kampfwacfatela Tauben, 
Flug^Qhnenu RaUen, BlatthOhnchen, Kranxchen, l^ppen, Mdwen, Wattvdgel ADcen, Seetauchern, L^pentau- 5 
chern, Pinguinent Stunnvdgein, entenardgen Gfinsevdgeln» RuderfQBlern, Schrdtvdgehu Flamiogos* Tagraubvd- 
gdn« ECnckucken» Turakus, Papageien, Radceiu Eisvdgein, Bienenfressern, Wtdehopfen, Nafihomvdgeb, Eulen, 
Ziegenmelkern» Segiero, Kolibries» Mausvdgein. lYogons; Pfefferfressern, Bartvdgein, Honiganzeigenv Spech* 
ten imd Speiiingsvdgeln. Besonders bevorzugt ist es; als inkiibierte Vogelder Eier der Gattung Gallifonces, d. h. 
Huhnervdgel einzusetzen, worunter insbesondere Eier der Spezies Galius bzw. auch Thithihne oder Puter to 
fallen. 

Die Dauer der inknbation hingt ubiicfaerweise von der Entwiddmigszeit des jeweDigen Embryos ab. 

Nach einer bevorzngten AusfOhrungsfonn der vorliegenden Erfindung wird nadi der ersten Inkubierung der 
Her das El auch nut wenigstens ein^^Olfhtmg versehen. Diese Offnung ist vorzugsweise so ansgestaltet daB sie 
wenigstens eine GfdBe aufweist, daB durdi die Offnung ein Teil des HweiBes entfernt werden kann. Dies i5 
geschieht vorzugsweise in der Ar^ dafi mittels dner Absaugvorrichtung, vorzugsweise einer Pipette; wie 
bdspielsweise einer E^pendorf-Pipette, dn Teil des Eiweifies; vorzugsweise 5 bis 10 ml des vorhandenen 
EiweiBes; entfernt wird 

Em AnschluB an die Absaugung erfolgt eine wdtere Offmmg im oberen Bereich der Eierschale, um spater eine 
Bestrahlung duidifuhren zu k6nneiL Dies gesc±ieht im aDgemeinen in der Weise; daB mit Hilf e einer mechani- 20 
schen Vorrichtung eine weitere nun grSfiere Ofhiung in die Herschale dngefQgt wird, was beispielsweise durch 
eine scharfe Sdmeide- od^ FrSBvonichtung geschehen kana Im AnschluB an die Anbnngung der werteren 
Ofoung im oberen Bereich der ^diale wird diese Offnung wieder verscfalossen und das Bi zurOck in den 
Inkubator gegebea FQr das VerschlieBen der Offnung verwendet man ein Gbliches VerscfaluBmittet, wobei es 
bevorzugt ist, beispielsweise eine Folie aus dnem metallenthattenden oder aus einem organische Materialien 25 
enthaltenden Material zu verwraden. Beispielhaft seien hier FoUen aus Kunststof^ Aluminium oder Verbundfo- 
lien genannt, ebenso wie entsprediende Wacfaspfiropfen. Daraufhin wird gegebenenfaDs wiederum eine Inknba- 
tion durchgefOhrt 

Im AnsdiluB an diese Inkubation werden vorzugsweise am vierten Tag der BebrQtung die zu testenden 
Substanzen aufgebradit, wobei es sidi bei diesen chemischen Stoffen/Stoffgemischen um biologisch aktive 30 
Substanzen, beispielswdse Kosmetika, Pharmazeutika, Heri>izide oder Insekttzide; handeln kann. Weiterhin 
kann es sich bei diesen chemischen Stoffen/Stofifgemischen auch um Lichtsdiutzstoffe fOr technische Erzeugnas- 
se sowie fOr kosmetische und pharmazeutische Zusammensetzungen handeln, welche auch unter dem Namen 
UV-FUter bekannt sind 

Die Behandlung des mit dem chemisdien Stoff e oder Sto^gemisch behandelten Embryo oder Geweben oder 35 
Gewebsbestandteilen dieses Embryos erfolgt Qblidierweise mit einer elektromagnetisdien Bestrahlung im 
Bereich von 1 mm bis 200 nm, worunter man normalerweise den Bereich der Infrarotstrahlung, der Strahlung 
des sichtbaren lichtes und der UV-Strahlung versteht 

Bevorzugt ist es allerdmgs, daB die Behandlung mit emer UV-Strahlung emer Welleniange kleiner als 400 nm 
erfolgt, insbesondere mit WellenlSngen zwischen 250 und 400 nm, d h. mdstens mit emer UV-A-Strahlung einer 40 
Welleni&Qge zwisdien 315 und 400 nnu altemativ dner UV-B-Strahlung einer WellenlSnge von 280 bis 315 nm. 

Nach einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt die vorbesduiebene Behandlung mit der dektro- 
magnetischen Strahlung im Infirarotberddi in an sich bekannter Art mit Infirarotstrahlem, ebenso wie man im 
sichtbaren Berddi entsfH^ende WeQenlangen fiber Farbfflter oder dn Prisma einstellen kann. Filr den Bereich 
der UV-Strahiung existieren zahlrddie Strahluogsqudlenp wie beispidswdse Quecksilberdampfetrahler, Xe- 45 
non-Hddistdrudcstrahler, Natriumdampflampen; Wasserstoff- bzw. Deutmumlampen sowie Kiederdruckentla- 
dungsrohre mh EdelgasfOIlungen. DarOber hinaus werden als UV-Strahlo* audi Wolframlan^)en bzw. Halogen- 
lampen eingesetzt ebenso wie entsprechende Laser. 

Sofem UV-Strahler emgesetzt werden» wird flblicherweise eine BestrahiuogsstSrke von 1 mj/cm^ bis 100 
J/cm^ eingesetzt Der obere Wert entspricht der maximalen UV-B-Dosis, der untere Wert der minimalen so 
UV-A-Dosis. Bevorzugt ist der Emsatz von 5 bis 10 J/cm^ UVA, insbesondere 5 J/cm^. 

Die erfindungsgemdBe Kontaktierung des diemischen Stoffes mit den Geweben oder Gewebebestandteilen, 
vorzugsweise der chorionallantoischen Membran, msbesondere der Dottersackge^membnuu des Embryos 
erfolgt entweder sofort oder diese Kontaktierung kann auch bis zu 24 Stunden betragen. 

Nach einer beviHzugten AusfOhrungsform erfolgt die Beurteilung der makro* und/oder mikroskopisdira ss 
Embryona^athok>gie wiederum entweder sofort oder innerhalb eines Zdtraums bis zu 24 StundeUp vorzugswei- 
se aber nadi 5 min bis zu 24 Stunden. Im Rahmen der vorgenaimten Beurteilung der makro- und/oder mikrosko- 
pisdien Embryonalpathologie wird entweder der Tod des En^iryos. die HSmorrhagie, die Membranverffirbung 
Oder die Gewebe- bzw. Zdlpathologie GberprOft Der vorliegenden Erfmdung liegt wdterhin <Ue Aufgabe 
zugrunde; dn Wffbdtimmbiyo, ein Gewebe oder em Gewebebestandtdl dues solchen Embryos zur Bestim- eo 
mung der Phototoxizitat und/oder PhotosenabiUt&t von chemischen Stoff en/Fhotogemischen einznsetzen. 

Die vorliegende Erfindung wird nadifolgend duich AusfOhrungsbetspiele nfiher erlflutert Hierbei beziehen 
sidi %-Angaben jeweUs auf Gew.-%. 

Zur DurdifOhrung des erfindungsgemSBen Verfahrens wurden zwd Verbindung n mit wohlbekannten pho- 
totoxischen Eigenschaften eingesetzt das 8-Methoxypsoralen und das Hraiatoporpfayrin. Das Promethazin und es 
das Gprofloxaan wurden mgesetzt um die phototoxischen Sgenscfaaften mittels des erfindungsgem&Ben 
V rf ahrens zu beurteilen. 

Hierzu mufite zunftchst erne nicht-toxische Konzratration der vorgenannten Substanzen und eine nicht-toxi- 
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sch Dons UVA-Strahlung experimenteD definiert w rd il Insofem wild das erfindungsgemSBe Verfahren 
Shnlich durchgcMut wie der HQhnCTeitest s Ibst und dient zur Bestfmmung der nicht-toxischeQ Wiricdosis einer 
Testsubstanz. In einem Vorversuch wurde houusgefunden, daB ein UVA-Strahiimg von 5 J/cm^ keine makro- 
skopisdien pathologiscfaen Eff ekte aiif doi Eidottersack ausQbt Benn erfrnduogsgen^Ben Verfahren wurd eine 
lOfach Idcht re Konzentration eingesetzty um eine nicht-toxische Wirkdosis der Testsubstanz an dem Eierdot- 
tersack anzuwenden and toxische Reaktionen sicher auszuschliefien. Nur in einem Fall d h. in Gegenwart von 
Ciprofloxazin, wurde eine nidit-toxische Konzentration eingesetzt, die Uinisch fOr intravenOse Injektionen 
eingesetzt winde. 

Die zweiteStufedeserfindungsgemaBenVerfalu^nsist eine BewertungimSimieein^ x 2faktorieIlenTest 
Designs mit den Faktoren *Bestrahiung* und "Substanz Applikation" und den Stuf en "ja" und "nein^ wie aus der 
nachstehenden Obersidit ersichtfich. 



Substanz AppIikation(nicht toxische Konzentration) 



Be- 

strah- 

lung 





ia 


nein 


ia 


ni-12 


nr-12 


nein 


ns-12 


ru-12 



Innerhalb einer Dauer von 24 Stunden wurden folgende Parameter ausgewertet Der Tod des Embryos, die 
halbquantitative Membranver&-bung and die Hamorrba^e. Dies wurde wie folgt durchgeCQhrt Befnichtete 
weifie Langhorader (der Sorte Shaver Starcross 288A» Lohmann Herzucht Gmbli Cuxhaveo, Deutscfalan^ 
wurden in tmer horizontalen Position in einem flblidien InkubatcK' bd 37^*" C und 65% rdativer Liiftf euchtigkeit 
inkubiert Nadi einer 3-tdgigen Inkubation wurden aUe Eier durcfaleuditet, um soldie auszuordnen, die defekt 
waren. Ohne die Membransdiale zu verletzenp wurde ein Lodi in die Schale gebohrt; durdi die 5 ml ^weiB 
abgezogen wurden»um das Embryo und den ihn umhflllenden Eidottersadc zu emiedrigen. Daraufhin wurde ein 
l^x%5cm groBes Fenster aus der Hschale herausges^gt Die Eier wurden mit einem entsprediend groB 
gdonnten WadisstOdc bedeckt und zurOck in den bikubator gegeben. An Tag 4 der Inkubation wurden nur 
soldie Eier mit normd entwidcdten Embryos und Blutge^systemen zum Test eingesetzt 

Die folgenden Testsubstanzen wurden appliziert: 8-Methc»cypsoralen (8-MOP) 1 molar in pfaysiok>gisdier 
Kodisalzldsung, Hematoporpfayrin 10~^ molar dienfdls in physiotogisdier Kochsalzldsung (0,9%-ige Natrium- 
diloridiOsungX Promedi^dn 10~^ molar in physiologisdier KodisalzISsuqg und Cqprofloxaian €i,035 x 10~^ 
molar in physiologisdier KodisalzlSsung. Ffir jede Testsubstanz wurde das 2 x 2 faktorielie Test Design verwen- 
det Jedesmal wimie zu dner Probe von 12 Eiem 500 der Testsubstanz mittels dner Eppendorf-Pipette 
appliziert und Hfl'^M^'i" mit einem 5 J/cm^ UVA-Strahler (320— 420 mn. Philips TL 09/4OW, Hamburg; Deutsdi- 
land) bestrablt Jeweils 12 Eier dienten ais Verglddi ohne Substanz; denen 500 pi physiologisdie Kodisalzldsung 
bzw. 500 pi physiobgische Kodisalzl5suqg in Verbindnng mit einer 5 J/as? UVA-Bestrahlung ausgesetzt 
winden. E3ne Be wertung erf olgte unmittelbar danadi sowie 5i,l 5, 30 und 45 min bzw. 1^ % 4, 6» g,! 0 und bis zu 24 
Stunden nadi der Bestrahluog. WShroid dieser Zeit wurde der Tod der Embryos und halbquantitativ anhand 
einer 4-Punkt-Skda die Membranver^irbung und die Himorrimgie bestimmt 

Hierbei wurde folgende Klassifikation eiogesetet: 
Stufe 0: keine siditbare MembranverArbung^Smonrhagie 
Stufe i Odcht): gerade siditbare Meinbranverfobung/H9morrliagie 

Stufe 2 (mitteQ: sichti>are Men^ranverfirbung/H§morrhagie> Strukturen sind teilweise versdiwommen 
Stufe 3 (sdiwer): adid)are MembranverfiU>bungen/Hamorrha^e» Strukturen sind vdllig versdiwommen. 

Die vorgenannten VerSnderungen wurden mittds eines Makroskops l^p M 420 der Firma Leitz MeBtedmik 
GmbH, Wetzlar, Dentschland au^ezeidmet Um die Folgen statistisdi analysieren zu kdnnen, wurden nidit 
parametrisdie Tests eingesetzt FQr die MendiranverBMHmgsparameter und die HSmorrfaagie wurde der Kon- 
tingenztaf dtest fOr spezielle Klassen (dne Version des Kniskal- Wallis Testes, modifiziert fOr geordnete Katego- 
rien) eingesetzt Die Todesraten wurden mittels des Fisher Kontingenztafeltests analystert Folglidi wurden fOr 
jede Verbindung drd statistisdie Tests beredmet Unter BerOdcachtigung der Anzahl der Tests und um die 
vermehrte Wahrsdieinlidikeit, ein sgnifikantes Ergebnis zu findra, zu kompensleren, wurde der a-Level ange- 
paBt (a*). Folgiidi wurde jeder der drd Einzehests bd einem Signifikanzwert von a*— 0^06131, d.hu 0^0167, 
durchgefOhrt 

ERGEBNISSE 



H^natoporphyrin 

Bei Hematoporphyrin (H P) word n betrSditfidie morpholo£psche Anderungen mit einem Maximum nadi 
12 Stunden beobaditet Nadi 24 Stunden zeigten 
75/>% (n — 9) der HdottersScke eine sdiwere Verfobung der Membran, 
16,7%(n«2)ein mittLereund 

(a t- 1) eine leidite Verfib'bung der Membran bd Substanzen^ die sowohl mit HP wie audi UVA-Strahlung 
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behanddt worden waren. Im Gegensatz dazu zeigten die Kontrollmessungen nur leichte oder mittlere Mem- 
branverf irbungen (bd aUehugem Einsatz von HP 
333% (n «4) leichte und 

25,0% (n»3) mittlere Membranver&tongen; bei der Kontrollgruppe, die nor mit physiologiscber Kochsalzld- 

sung und UV-A behanddt worden ist 

50,0% (n « 6) leichte Membranverfarbungen und 

25,0% (n«3) mittlere Membranverfirbungen; und schfieBlich bd der nur mit pfaysiologischer Kochsalzldsung 

behanddten Vergldch^sruppe waren 

50/)%(n"6)leichtund 

167% (n«2) der Membranen maBig verfobt). Der Kontingenztafdtest fOr geordnete Klassen zeigte em 
sigmifikantes Ergebnis(p<400004X 

Nach 24 Stunden zdgten 
50,0% (n » 6) der ]Qdottersadce (Dottersackge^membranen) dne mittlere und 

50/>% (n«6) eine Idchte Himorrhagie^ bd der sowohl mit HP wie auch UV-A behandelten GnQ)pe. Im 

Gegensatz dazu zdgten die Ver^dchsproben nur eine leichte HSmorrhagie (HP selbst 

333% (n s 4) dner Idditen HSmorrhagie, bei plqndologischer Kochsalzldsung und UV-Bestrahlung 

25,0% (n » 3) dner Idchten HsUnorrhagie; und bd physiologiscber Kodisalzldsung allein 

1^% (n=2) dner leichten Himorrhagie). Der Kontingenztafdtest fflr geordnete Klassen zdgte ein signifikan- 

tes j&gebnis (p < 0,00001). 

WdterwurdegefundeadaBin ^ ^ . 

417% der HPAJVA-Gruppe es zu einem Tod der Embryos kam. Im Gegensatz dazu wnrde bei kemer der 
Vergldchsproben dn Tod der Embryos festgestdlt Fisher's Kontingenztafeltest zeigte ein signifikantes Eigeb- 
nistp<0/X»4). 

S-Methoxypsoralen 

Die wesentlichen morphologischen Veranderungen wurden nach einem Maximum von 12 Stunden beobadi- 
tet Nach 24 Stunden zdgten 
167% (n°-2)der EidottersScke schwere, 
75,0% (n»9) mittlere und 

83% (n » 1) Idchte Membranverfarbungen in der 8-MOP/UVA-Gnippe. 

Die Ver^icfaspioben zeigten nur leidite bis mittlere Membranver^ai)ungen (MOP selbst 
5^% (n a> 7) leichte und 

3^% (n«4) mittleie Membranverftrbungen; bd der Gruppe^ mit physiologjsdier Kochsalzldsung und UVA 
wurden bd 

50,0% (n«-6) leicht verfirfote Membranen gefunden» bei der nur mit physioiogischer Kochsalzldsung behandd- 

tra Vergleichsprobe fand man 

417% (n» 5) leichte Membranverfaibung und 

167% (n"2) mitdere Men^ranverfSrbung). Der Kontingenztafehest fOr geordnete Klassen zeigte em signifi- 
kantes Ergebnis (p < a0O0Q2X 

Nadi24 Stunden fandman bd 
917% (n =» 1 1) der EidottersScke dne sdiwere und 

83% (u" 1) emer nuttleren HSmorrhagie bd der 8-MOPAJVA-Gnq>pe. Die Vergieidisproben zeigten erne nur 
leidite Hamorrha^e(8-MOPsdbst _ . ^ . , 

167% (n »2) leichte HSmorriiagie; bei der Gnippe^ die mit physiofogischOT Kochsalzldsung und UVA gehandelt 
wordenist 

^% (n -> 1) Iddite HSmorrfaagie; bei der nur mit physiologisdier Kochsalzldsung behandeltra Gnippe 

83% (n«l) leichte Hamonhagie^ Der Kontingoiztafdtest fOr geordnete Klassen zeigte ein signifikantes 

Ergebnis (p<0,00000> 

FOr die 8-MOPAJVA-Gruppe wurde eine Letali^ der Embryos von 100% (n« 12) festgestdlt Im Gegensatz 
dazu wuide bd den Vergldd^roben nie ein Tod der Embryos festgestdlt Fisher's Kontingenztafeltest zeigte 
em signifikantes Resuhat (p < 0,00000). 

Promethazin 

Eine bedeutende Sch&digung der Dottersackgeflfimembran mit einer Spitze 12 Stunden nach der Bestrahhmg 
wuide nur in Bezug auf Promethazin (PMZ) m Koznbinatun mit UVA-Strahhmg festgesteUt Nach 24 Stunden 
zeigten 

667% (n »> 8) der Eidottersidce erne sdiwere, 

83%(n=l)einen]ittiereund ^ 
25,0% (n «> 3) eine Idchte MembranverfSrbung in der PMZ/UVA-Gru^pe. 

Di Kontrollproben zdgten nur eine I ichte oder mittlere Membranver^rbung (PMZ selbst 
50,0% (ns 6) leichte Membranverfaibung; die mit phy^ologischer Kochsalzldsung und UVA behanddte Gnip- 
pe 

583%(n«>7)l iditeMembranverfSrbungen;unddieausschlie£lidimitphysi logischer Kochsalzldsung behan- 
delte Gruppe zeigt 

583% (na7) leichte Membraover^rfoungenund 

83% (n» 1) mittlere MembranverfarbungenX Der Kontingenztafdtest fOr geordnete Klassen zeigte em s^gnifi- 
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kaotes Ergebiiis(p<OjOOOOS)L 

Nach 24 Stimden fand man b ei 
41,7% (d««5) der DottersackgeKBrnembran eine schwone^ bei 
417% (ns5) eine mhtlere und bei 

^% (n « 1) ein leiclite Hamoirhagie; in der PMZ/UBA-Gnippe. Die KontroUyersuche zeigten nur eine leichte 
Hamoniiagie (PMZ selbst 

g3% (nol) leichte Hamorriiagie; bei EInsatz einer physiologischen KocbsaMdsung tmd dner UVA-Bestrah- 
lung 

8^3% (n » 1) einer Idchten mmorriiagie; und bei phyaologischer KochsalzlSsung selbst bei 
83% (n» 1) einer Idcfaten Hdmorriiagie). Der Kontingenztafdtest fOr geordnete Kategorien zeigte ein signiH- 
^ntes Ergebni5(p<0/)0000). 
Kadi 24 Stonden waren 

100% der Embryos in der PMZ/UVA-Gnq>pe gestorbea Nur zwei tote Embiyos fond man in den Verglddis- 
gruppen (namlidi bei der Gnippe mit phystologbdier Kodisalzldsuog und UVA 
83% (n» 1) sowie bd plqrsiologisdier Kodisalzldsung selbst 

83% (n^ 1)X Fisher's Kontingenztafeltest zeigte em signifikantes Ergebnis (p<0^OOOO0X 

Qprofloxazin 

Eine bedeutende Sdiidignng der DottersackgeMBmembran wnrde nur bd etner Kombmation von Qproflo- 
xazin (CF) mit UVA gefundea Nadi 24 Stunden waren 
91, 7% (n» 1 1) der DottersadEgef&Bmembranen sdiwer und 

83% (n— 1) der Membranen mSBig in der CF/UVA-Groppe verfiirbt Dem gegenOber zeigten die Vergleidis- 
proben Iddite und mitUere Membranverf3rbungen(CF selbst 
75^0% (n»9)leidite Membranver&bungen und 

2^0% (m— 3) mittlere MembranverOrbungen; bd der Gnqipe; die mit phyaologisdia* Kocfasabddsung und 

UVA behanddt wnrde; £and man 

66^7% (n«"8)lddite Membranverflrbungund 

83% (n « 1) mitdere Membranverffirbung. Bd der aussdilieBlich mit physiologisdier Kodisalzl&sung femd man 
5i33% (n » 7) leidite Membranver&bnngen und 

83% (n» 1) mittlere Membranverfarbungen). Der EContingenztafeltest fOr geordnete iOassen zeigte ein sigiufi- 
kantes Ergebnistp< 0^00000). 

Kadi 24 Stunden zdgten 
50^0% (n -*6) der Dottersackge^membranen eine Idchte Hamorrfaagie und 

1^% (n— 2) eine mittlm Hamorriiagie in der CF/UVA-Gruppa Die Vergleidisproben zeigten nur eine Iddxte 
Himorrtiagte (CF sdbst 

417% (n=5) leidite Hamorrfaagie. In der mit physiologisdier Kodisalzldsung und UVA befaandelten Gruppe 
fimdman 

25,0% (n»3) leidite HSmorrhagie und in der aussdifieBIidi mit pbysiolo^sdier Kochsalzldsung behanddten 
Gruppe 

333% (n»4) lek^te Hamorrhagie). Diese Gruppen untersdiieden sidi nxdit deutlidi untereinander. Keines der 
EmbiTOs starb in irgenddner dor Gruppen. 

FatentansprOdie 

1. Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat, und/oder ^lotosensibilitftt von Stoffen oder Stoffgenu- 
sdien, umfossend die Kontaktierung des diemisdien Stoff es oder Stoffgemisdies mit dnem Wlrbeltierem- 
bryo oder Geweben oder Gewebebestandteilen dnes Wirbehierembryos* wobd nadi der Kontaktierung 
zusatzlidi eine Behandlung mit einer elektromagnetisdien Strahlung hn Berei^ von 1 mm bis 200 mn 
erfotgt sowie die nadifolgende Beurteihmg der Embryo-, Gewebe- oder Zellpatliologie. 

2. Verfahren nach Ansprudi 1, dadurdi gekennzeiduiet, daB vor der Kontaktierung Eier der Klasse Aves 
inkubiert wmlen, zu einem spSteren Zeitpunkt nadi der onbryonaien Gastnilation ein Teil des EiweiBes 
fiber waiigstens erne Offnung aus dem Ei entfemt wird, gegebenenfalls eine wettere Inkubation erfolgt und 
schliefifidi dne wdtere Offhung aus dem oberen Beiddi der Eisdiale IDr die Beliditung voTgesehen wird. 

3. Verfahren nadi Anspruch 1 dadurch gekennzeidmet, daB die dietnisdien Stoffe/Stoffgen^die biologisch 
akdve Substanzen, insbesondere Phannazeutika, Heii>izide oder Insektiade umfassen oder liditschutz- 
stoffe fOr tedinisdie oder biologisdi akdve Substanzen sind 

4. Verfahren nadi einem der vorstehenden Anspriidiet dadurdi gekennzeidmet; dafi die Behandlung nut 
einer UV-Strahlung einer Welleniange < 400 mo, vorzugsweise im Bereidi zwisdien 400 mn und 250 nm 
erfolgt 

5. V^f ahren nadi einem der vorstehenden AnsprOdie; dadurdi gekennzddmet daB die UV-Strahlung mit 
einer Bestrahlungsstirke von 1 mj/cm^ bis 100 J/cm^» vorzugsweise 1 bis 20 J/cm^ UVA* insbesondere 5 bis 
10 J/cm^ UVA erfolgt 

6. Verfahren nadi dnem der vorstehenden Ansprfidie, dadurdi gekennzddmet daB die Kontakd rung des 
Stoffgemisdies fOr eine Zdt von 10 sec bis 24 Stunden mit Geweben od r Gewebebestandtdlezu vorzugs- 
weise der Dottersa^ge^membran oder der diorionallantoischen Membran des Embiyos e^lgt 

7. V rfahren nadi einem der vorstehenden Ansprildie. dadurch gekennzddmet, daB die BeurteHung der 
makro- und/oder mikroskopischen Embryondpathologie innerhalb einer Zdt von bis zu 24 Stunden, vor- 

6 
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ztigsweisezwisdien5ininbisl2Stiiiidenerf6(gt jj w u 

a Verfahren nach ein m der vorstehenden AnsprQdie, dadurch gekennzdchn daB der Tod des Embiyos, 
Hamoniiagie.Membranvermrbungoderdi Gew be-brw.dieZdlpathologiebeurteiltwerden. 

9. Verfahrai nadi Anspnich 2, dadurch gckennz ichnet, daB Eer der Gattung GaUiformes insbesondere 
aber Eter der Gattung GaUos Oder Thithalm eingesetzt werden. 

10. Verwendung eines Wirbeltierembryos oder Geweben oder Gewebebestandteflen eines soldien Embry- 
os zur Besdmmimg der Phototoxizitat, und/oder Photoseimbilitit von chcmiscben Stoff en/Stoffgemisdien. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



- Leerseite - 



